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SUNS 符 异性 抗体 的 制备 及 其 应 用 
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摘要 :目的 制备 可 检测 全 长 SUN5 的 特异 性 抗体 ,并 用 该 抗体 检测 SUN5 和 蛋白 在 人 类 生殖 细胞 中 的 表达 。 方法 通过 生物 信息 
学 比较 SUN5 与 新 前 切 体 SUN5B 之 间 的 差异 ,在 差异 区 域 设 计 合成 短 肽 ,制备 SUN5 多 克隆 抗体 并 纯化 。 用 新 制备 的 SUN5 抗 
体 对 Ntera-2 细 胞 中 的 SUN5 和 蛋白 进行 Western blotting 和 免疫 荧光 检测 ,验证 抗体 的 特异 性 ;最 后 ,用 该 抗体 对 人 墨 九 细胞 涂 片 
进行 检测 ,观察 SUN5 蛋白 在 人 生殖 细胞 中 的 表达 。 结 果 成 功 合成 了 SUN5 短 肽 ,而 且 用 该 短 肽 制备 了 SUN5 多 克隆 抗体 。 
Western blot 结果 显示 ,新 制备 的 SUNS5 特 异性 抗体 可 检测 到 全 长 SUN5 和 蛋白 。 免 疫 荧光 实验 结果 表明 ,在 Ntera-2 细 胞 中 SUN5 
蛋白 定位 在 核 膜 和 胞 浆 。 通 过 对 人 尘 丸 细胞 涂 片 的 检测 发 现 ,SUN5 在 睾丸 精 母 细胞 . 圆 形 精子 细胞 及 精子 中 均 有 表达 。 结 论 
成 功 制 备 了 SUN5 特异 性 抗体 ,该 特异 性 抗体 的 制备 对 于 深入 研究 SUN5 的 功能 具有 重要 的 意义 。 此 外 ,发 现 SUN5 和 蛋白 在 精 
母 细 胞 . 圆 形 精子 细胞 及 精子 中 均 有 表达 ,提示 SUN5 蛋白 可 能 在 精子 发 生 中 发 挥 着 重要 的 生理 功能 。 
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Preparation of SUN5-specific polyclonal antibody for detection of SUN5 expression in 
human germ cells 
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Abstract: Objective To prepare a specific polyclonal antibody against full-length SUNS for detecting the expression of SUN5 in 
human germ cells. Methods Bioinformatic methods were used to compare the full-length SUNS and its variant SUN5B, and a 
short peptide was designed based on the differential region to prepare SUN5 antibody. The prepared antibody was used to 
detect the expression of SUN5 in Ntera-2 cells and in human germ cells by Western blotting and immunofluorescence assay. 
Results The short peptide was correctly synthesized and SUN5 antibody was obtained and purified. Western blotting showed 
that the prepared antibody was capable of recognizing full-length SUN5 in Ntera-2 cells, and SUN5 expression was localized 
on the nuclear membrane and in the cytoplasm as shown by immunofluorescence assay. Using this antibody, we detected 
SUN5 expression in the spermatocytes, round spermatids and sperms in human germ cells. Conclusion We successfully 
prepared SUN5-specific antibody. SUN5 is expressed in the spermatocytes, round spermatids and sperms in human germ 
cells, suggesting its important role in spermatogenesis. 
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SUN 重 白 是 一 类 含有 SUN 结 构 域 蛋白 的 总 称 , 目 。 现 的 ,并 于 2001 年 率先 提交 GenBank (登录 号 : 
前 发 现 的 SUN 和 蛋白 有 :SUN1、SUN2、SUN3、SUN4( 又 。 AF401350)"。 de SUN5 定 位 
称 SPAG4) 和 SUN5( 又 称 SPAG4L 或 TSARG4)", 通 在 核 膜 和 内 质 网 "。 通 过 对 组 织 表 达 谱 分 析 发 现 ， 
过 对 广 谱 性 表达 的 SUN1 和 SUN2 的 研究 发 现 ,SUN 和 蛋 SUN5 不 同 于 SUN1 和 SUN2, 在 正常 成 熟 组 织 中 SUN5 
白 可 通过 其 SUN domain 与 带 有 KASH domain 的 和 蛋白” 主要 分 布 于 墨 丸 沁 。 通 过 对 模型 小 鼠 的 研究 发 现 ,小 鼠 
相互 作用 (如 :Nesprin-2, Nesprin-3 等 ) ,形成 复合 物 , 介 Sun5( 又 称 SRG4) 主要 在 曙 丸 精 母 细胞 和 圆 形 精 子 细 
导 胞 浆 细胞 骨架 与 核 细胞 骨架 的 连接 ,在 细胞 分 裂 中 参 “ 胞 中 高 表达 ,其 表达 高 低 受 生长 发 育 调控 "”。 郭 蹇 等 8 
与 细胞 核 迁 移 核 膜 重 塑 等 生理 功能 人 研究 发 现 , 从 粗 线 期 精 母 细胞 阶段 到 长 形 精子 细胞 阶段 
SUNS 是 本 课题 组 在 研究 精子 发 生 过 寸 程 时 最 先 发 ”Sun5(Spag4L) 表 达 下 调 , 在 圆 形 和 长 形 精子 细胞 中 其 
表达 量 分 别 下 降 了 33% 和 45%。Chalmel 等 "对 精子 发 
A 生 中 基因 表达 变化 的 研究 发 现 ,Sun5(Spag4L) 基 因 是 
se。 ee 0 of China (81170615). 一 个 减 数 分 裂 的 标志 | 性 基因 。 以 上 研究 说 明 Sun5 在 精 
作者 简介 : 王 静 芳 , 硕 士 ,E-mail: foreveryouth@yeah.net 子 发 生 中 可 能 发 挥 重 要 的 作用 ,对 SUN5 基因 的 研究 将 
通信 作者 : 邢 晓 为 , 副 研 究 员 , 博 士 生 导 师 ,B-mail: davy2222@163.com 为 了 解 精子 发 生 的 分 子 机 制 具 有 重要 的 意义 。 


收 稿 日 期 :2015-12-12 


* 646: J South Med Univ, 2016, 36(5): 645-648 


http://www.j-smu.com 


2011 年 ,Frohnert 等 中 从 小 鼠 举 丸 中 克隆 了 Sun5 
的 一 个 新 剪 切 本 Spag4L-2。 最 近 , 我 们 从 人 上 举 丸和 
Ntera-2 细胞 中 成 功 地 克隆 了 人 类 SUN5 的 另 一 个 新 剪 
切 体 SUN5B。 那 么 ,如 何 识别 这 两 个 不 同 的 剪 切 体 ? 


用 含有 Triton X-100 的 PBS 洗 脱 3 次 ,5 min/ 次 ;用 Cy3 
标记 的 驴 抗 免 欧 光 二 抗 按 1:200 的 比例 进行 杂交 1 h， 

含有 Triton X-100 的 PBS 洗 脱 3 次 ,5 min/ 次 ;DAPI 复 
染 3 min,PBS 洗 脱 3 次 ,5 min/ 次 ,最 后 ,甘油 封 片 ,在 倒 


为 了 解决 这 个 难题 ,我 们 通过 比 对 SUN5 和 SUN5B 的 序 
列 差异 ,在 差异 区 域 设 计 合 成 短 肽 ,制备 多 克隆 抗体 。 
通过 Western blot 和 免疫 欧 光 实验 ,检测 SUN5S 抗 体 的 

寺 异 性 ,并 用 该 抗体 对 人 墨 丸 细胞 涂 片 进行 检测 ,观察 
SUN5 重 白 在 人 类 生殖 中 的 表达 ,为 前 明 SUN5 在 精子 
发 生 中 的 作用 奠定 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

Ntera-2 细胞 由 本 医学 实验 中 心 保藏 ; 胎 牛 血清 、 
1640 培 养 基 .0.25% 胰 酶 等 均 购 自 Gibco;HRP 标 记 的 羊 
抗 免 二 抗 购 自 Protein;Cy3 标 记 的 驴 抗 免 英 光 二 抗 购 自 

天 公司 。 检 测 SUN5 和 SUN5B 总 蛋白 的 抗体 来 源 
于 Santa Cruz 和 博 奥 森 生 物 公 巨 
1.2 方法 
1.2.1 生物 信息 学 分 析 应 用 NCBI 中 的 BLAST 软件 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 和 ExPASy 对 
SUN5 和 SUN5B 进 行 生 物 信 息 学 分 析 , 观察 SUN5 和 
SUN5B 的 差异 区 域 是 否 存 在 功能 域 。 
1.2.2 SUN5 抗体 的 制备 与 纯化 分 析 SUN5 和 SUN5B 
的 差异 区 域 ,寻找 合适 的 抗原 决定 簇 位 点 ,与 澳大利亚 
南澳 大 学 周 鑫 福 教 授 合 作 设 计 合 成 短 肽 ,以 合成 短 肽 为 
抗原 ,免疫 2 只 雄性 新 西 兰 免 (2 kg)。 人 和 免疫 前 3 d, 耳 部 
采血 作为 阴性 对 照 。 初 次 免疫 在 背部 皮下 多 点 注射 ， 
隔 2 周 加 强 免疫 ,每 只 兔子 加 强 免疫 2 次 ,最 后 1 次 免疫 
1 周 后 进行 采血 ,分 离 血清 ,并 对 所 制备 的 SUN5 多 克隆 
抗体 进行 纯化 , 冻 干 后 分 装 
1.2.3 Western blotting 检测 SUN5 在 Ntera-2 细胞 中 的 
表达 ”Ntera-2 细 胞 用 1640 培 养 基 在 37 % .5% CO: 的 温 
箱 内 培养 进行 培养 , 待 接 种 的 细胞 生长 到 70% 后 ,用 
0.25% 胰 酶 消化 ,PBS 洗 脱 3 次 ,用 RIPA 裂解 液 进 行 裂 
铎 ,提取 总 蛋白 。 取 1 管 SUN5 多 克隆 抗体 干粉 ,加 入 无 
菌 去 离子 水 800 uL, 甘 油 200 pL, 混 名 。SUN5 抗 体 分 
别 按 1:200、1:500、1:750、1:1000、1:2000 稀 释 ,对 照 
GAPDH 按 照 1:1000 稀 释 进行 孵育 ,二 抗 为 HRP 标 记 
的 羊 抗 免 抗体 ,按照 1:5000 的 比例 进行 稀释 , Western 
blot ting 操 作 按 照 本 实验 室 已 建立 的 常规 方法 进行 。 
1.2.4 免疫 荧光 检测 SUNS 在 Ntera-2 细胞 中 的 定位 将 
Ntera-2 细胞 用 0.02M PBS 洗 脱 后 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 
10 min, 然后 用 PBS 洗 脱 3 次 ,5 min/ 次 ;0.5% Triton 
X-100 处 理 细胞 15 min,PBS 洗 脱 3 次 ,5 min/ 次 ;5% 
BSA 封闭 1 h,SUN5 抗 体 按照 1:50 的 比例 稀释 后 进行 
孵育 ,阴性 对 照 用 5% BSA 进行 人 杂交 ,室温 孵育 3 h 后 ， 


11] 


置 灾 光 显微镜 下 观察 结 

1.2.5 人 百 九 组 织 细胞 涂 片 中 SUN5 蛋白 表达 的 检 
测 “人 曙 丸 组 织 来 源 于 临床 墨 丸 活 检 后 废弃 的 标本 ,在 
征 得 患者 口头 同意 后 用 于 墨 丸 细 胞 涂 片 的 制备 。 人 墨 
九 组 织 细胞 涂 片 的 制备 方法 参照 本 课题 组 已 建立 的 方 
法 进行 2 。SUN5 抗 体 按照 1:50 的 比例 进行 稀释 ,免疫 
灭 光 实验 操作 方法 同上 1.2.4。 


结果 
2.1 生物 信息 学 分 析 结 果 
应 用 NCBI 中 的 BLAST 软 件 和 ExPASy 中 的 相关 
软件 对 SUN5 和 SUN5B 进 行 生 物 信 息 学 分 析 ,结果 发 
现 ,SUN5B 与 全 长 SUN5 相 比 ,有 一 段 缺失 ,而 缺失 的 这 
役 氨基 酸 编 码 了 跨 膜 区 (图 1A), 通 过 结构 预测 ,发 现 这 
段 缺 失 影 响 了 SUN5B 的 空间 构象 (图 1B)。 
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图 1 SUN5 和 SUN5B 生 物 信息 学 分 析 结 果 

Fig.l Bioinformatics analysis of SUN5 and SUN5B. A: Compared 
with SUNS5, SUN5B shows the absence o f the transmembrane 
domian; B: The protein conformation of SUN5B was changed 
due to the deletion of the transmembrane region. 


2.2 SUN5 抗 体制 备 与 Western blotting 检测 结果 

在 SUN5 和 SUN5B 的 差异 区 域 ,设计 合成 短 肽 ,以 
合成 短 肽 为 抗原 ,免疫 2 只 雄性 新 西 兰 免 ,成 功 制备 了 
SUN5 多 克隆 抗体 。 为 验证 新 制备 抗体 的 质量 ,首先 进 
行 了 Western blotting 实 验 , 用 新 制备 的 SUN5 抗 体检 测 
Ntera-2 细 胞 中 SUN5 的 表达 。 结 果 发 现 , 各 实验 组 标本 
用 GAPDH 抗 体 杂 交 , 均 有 条 带 ,基本 一 致 ,说 明 样 品质 
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量 有 保障 。SUN5 抗 体 稀释 倍数 从 1:100 到 1:2000, 均 
可 检测 到 目的 蛋白 的 表达 ,大 小 约 为 43 000, 目标 条 带 
单一 (图 2A)。 应 用 商品 化 的 抗体 检测 Ntera-2 细 胞 中 
SUN5 总 蛋白 的 表达 ,结果 发 现 , 用 两 种 不 同 品牌 的 抗 
体 均 可 以 在 Ntera-2 细 胞 中 检测 到 SUN5 和 SUN5B 的 表 
达 , 对 应 的 条 带 大 小 符合 预期 。 以 上 结果 说 明 ,新 制备 
的 SUNS 抗 体 可 以 特异 性 的 用 于 检测 全 长 SUN5 蛋白 
(图 2B)。 


A 1:100 1:250 1:500 1:750 1:1000 1:2000 


SUNS win HS ww mm 
GAPDH ey em— > 


SUN5 


SUN5 = 
SUN5B 


图 2 Western bloting 检测 SUN5 蛋白 在 Ntera-2 细胞 
中 的 表达 

Fig.2 Expression of SUN5 detected by Western 
blotting in Ntera-2 cells. A: Results of Western blot 
obtained by using different concentrations of SUN5 
antibody; B: Western blot result with the new SUN5 
antibody compared with another two SUN5 
antibodies, for detecting total SUN5 protein in 
Ntera-2 cells. 


2.3 免疫 荧光 检测 SUN5 在 Ntera-2 细 胞 中 的 定位 

为 了 验证 新 制备 的 SUN5 抗体 能 否 用 于 免疫 荧光 
实验 ,我 们 以 Ntera-2 细 胞 为 实验 材料 ,观察 全 长 SUN5 
蛋白 在 Ntera-2 细胞 中 的 表达 。 免 疫 殉 光 实 验 结果 表 
明 ,用 新 制备 的 SUN5 抗体 可 检测 到 红色 获 光 标记 的 
SUN5 蛋白 ,细胞 核 用 DAPI 染 色 , 图 片 矢 加 后 发 现 , 红 
色 荧 光标 记 的 全 长 SUN5S 蛋白 主要 在 核 膜 和 胞 浆 中 表 
达 , 与 我 们 前 期 报道 的 全 长 SUN5 亚 细胞 定位 的 结果 一 
致 ,说 明 新 制备 的 SUN5 抗体 ,可 特异 性 的 检测 全 长 
SUN5 和 蛋白 的 表达 (图 3)。 
2.4 免疫 荧光 检测 SUN5 音 丸 细胞 中 的 表达 

应 用 新 制备 的 SUN5 特异 性 抗体 进行 免疫 殉 光 实 

验 检 测 人 墨 丸 生 殖 细胞 中 SUN5 蛋白 的 表达 ,结果 发 

现 ,全 长 SUN5 和 蛋白 在 精 母 细胞 . 圆 形 精子 细胞 和 成 熟 
的 精子 中 均 有 表达 。 在 精 母 细胞 和 圆 形 精子 细胞 中 ， 
SUN5 和 蛋白 在 核 膜 和 细胞 浆 中 均 有 表达 ,而 在 核 内 不 表 
达 。 在 成 熟 的 精子 细胞 中 ,SUN5 蛋白 除了 在 核 膜 表 
达 , 还 在 精子 尾部 表达 (图 4) ,同样 ,在 精子 细胞 核 内 不 
表达 。 以 上 结果 说 明 ,SUN5 蛋白 在 精子 发 生 过 程 中 参 
与 了 精子 减 数 分 裂 和 精子 变态 成 形 阶段 的 发 育 过 程 。 


3 讨论 

真 核 细胞 的 核 膜 有 机 的 将 细胞 核 与 细胞 质 分 隔 开 
来 ,保护 细胞 核 内 的 遗传 物质 ,维持 细胞 正常 活动 的 机 
械 特性 ”“。SUN 和 蛋白 家 族 是 近年 来 核 膜 蛋白 的 一 个 研 
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图 3 免疫 荧光 检测 Ntera-2 细 胞 中 全 长 SUN5 蛋白 的 表达 


Fig.3 Expression of full-length SUN5 protein detected by immunofluorescence in Ntera-2 cells. 


究 热点 。 前 期 大 量 的 研究 主要 集中 在 广 谱 性 表达 的 
SUN1 和 SUN2 上 ,而 对 具有 组 织 特异 性 表达 的 SUN5 
目前 研究 尚 不 够 深入 。 

在 前 期 的 研究 中 ,我 们 首次 从 人 墨 丸 文库 中 克隆 了 
SUN5( 又 称 TSARG4) 的 序列 及 其 小 鼠 同 源 基因 Sun5 
(又 称 SRG4) ,并 提交 国际 GenBank 登录 (AF401350， 
AY307077) , 曾 明 了 该 蛋白 的 亚 细 胞 定位 *”。 随 后 ， 


Frohnert 等 "从 小 鼠 举 丸 中 克隆 了 Sun5 的 一 个 新 剪 切 
本 Spag4L-2, 说 明 小 鼠 举 丸 中 Sun5 存 在 不 同 的 剪 切 模 
式 。SUN 和 蛋白 的 其 他 成 员 也 存在 不 同 的 剪 切 模 式 , 比 
如 :SUN1 就 有 多 个 不 同 的 剪 切 体 **。 最 近 , 我 们 从 人 举 
九 中 克隆 了 SUN5 的 另 一 个 剪 切 体 SUN5B, 这 两 个 剪 切 
体 的 功能 是 否 一 致 ,目前 尚 不 清楚 。 为 了 区 别 SUN5 和 
SUN5B ,比如 ,只 研究 全 长 SUN5S 的 功能 ,我 们 需要 特异 


“648: J South Med Univ, 2016, 36(5): 645-648 


http://www.j-smu.com 


Round spermatids Spermatocyte 


Sperm 


图 4 SUN5 抗 体检 测 军 丸 生殖 细胞 中 全 长 SUN5 的 表达 
Fig.4 Expression of full-length SUN5 protein detected by new SUN5 


antibody in human germ cells. 


到 


生 的 抗体 对 全 长 SUN5 进行 识别 ,为 此 ,我 们 通过 比 对 
SUN5 和 SUN5B 的 序列 ,在 差异 区 域 寻 找 合适 的 抗原 决 
定 簇 位 点 ,设计 合成 短 肽 ， 通过 免 构 动物 制 备 抗体 。 
Western blot 结 果 显 示 ,新 制备 的 SUNS 抗 体 只 识别 全 
长 SUN5 的 抗原 表 位 ,不 识别 SUN5B ,而 针对 总 SUN5 
则 可 以 同时 检测 到 SUN5 和 SUN5B。 免 疫 
荧光 的 实验 结果 显示 ,新 制备 的 SUN5 抗 体能 够 检测 到 
核 腊 和 胞 浆 中 的 SUN5 蛋白。 通过 Western blot 和 免疫 
荧光 实验 的 验证 ,说明 针对 全 长 SUN5 的 抗体 制备 成 
功 ,为 下 一 步 研 究 SUN5 和 蛋白 的 功能 提供 了 一 个 理想 的 
于 上 5 
此 外 ,在 前 期 的 研究 中 ,我 们 以 小 鼠 为 模式 动物 ,发 
现 Sun5 mRNA 主要 在 精 母 细胞 和 圆 天 人 
达 。Frohnert 等 "" 通 过 对 小 鼠 Sun5 及 其 新 剪 切 体 的 研 
究 认为 ,Sun5 定位 于 精子 头 部 朝向 顶 体 -3 端的 核 膜 上 ， 
有 可 能 介 导 顶 体 与 核 膜 的 连接 。 最 近 , Yassine 等 "” 通 
过 对 野生 型 和 Dpy1912 基因 敲 除 小 鼠 的 研究 发 现 ， 
Sun5 不 参与 顶 体 与 核 膜 的 连接 。 目 前 ,不 管 是 检测 人 
还 是 小 鼠 细 胞 ,各 个 实验 室 和 商品 化 的 SUN5 抗 体 都 是 
针对 SUN5 总 蛋白 的 ,不 能 区 分 SUN5 的 不 同 剪贴 体 
在 本 研究 中 ,我 们 应 用 0 SUN5 抗 体 , 首 次 检 疯 
了 全 长 SUN5 和 蛋白 在 睾丸 生殖 细胞 中 的 表达 ,通过 对 人 
墨 九 细胞 涂 片 的 检测 ,结果 发 现 , 在 精 母 细胞 和 圆 形 精 
子 细胞 中 ,SUN5 蛋白 主要 出 现在 核 膜 和 胞 浆 中 ,在 核 
内 没有 表达 ;而 在 成 熟 的 精子 中 ,SUN5 蛋白 除了 在 核 


起 


一 过 


膜 分 布 ,还 在 精子 尾部 有 表达 ,说明 SUN5 
蛋白 在 精子 发 生 过 程 中 可 能 发 挥 着 重要 的 
生理 功能 对 SUN5 蛋白 功能 的 研究 将 有 
助 于 了 解 精子 发 生 过 程 的 分 子 机 制 。 


员 交 
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